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Objective : To investigate the expression of apoptosis related proteins and apoptotic cells on the 
human ovarian follicles. 
Materials and Methods: Thirty five Formalin-fixed paraffin-embedded human ovarian tissue blocks 
were selected from the surgical pathology files of the department of pathology, College of Medicine, 
Yonsei University, for the period from 1996 to 1998. All specimen were from premenopausal women 
aged from 32~45. Ovarian tissues were collected from the patients performing hysterectomy for benign 
uterine diseases. Immunohistochemical staining was performed for the detection of DNA fragmented 
cell, Bcl-2, Bax, Fas and Fas-ligand. 
Results: Bcl-2 and bax were not expressed on the surrounding cells and oocyte of the primary, 
primordial and preantral follicles. Fas and Fas -ligand (Fas -L) were not expressed on the surrounding 
cells on the primordial and primary follicles. But expressed on the surrounding granulosa cells and 
oocyte in the primordial and primary follicles. In the healthy follicles, Bcl-2 was expressed on the 
granulosa cells, however, Bax was not expressed. DNA fragmented cells were expressed on the inner 
granulosa cell layer of atretic follicles. 
Conclusion: Fas, Fas-ligand, and Bax may be responsible for the follicular atresia and Bcl-2 may be 
involved in the follicular survival in the human ovary. 
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1972년 Kerr 등이 apoptosis가 생리적 형태의 세포
사이며 조직의 평형을 유지하는데 중요한 역할을 한
다고 보고한 이래 여러 조직에서 apoptosis에 관한 
연구가 활발하게 지속되고 있다. 특히 난소는 매달 
난포의 성장, 우성난포의 선택, 배란, 난포의 퇴화, 
황체의 퇴화를 겪는 매우 역동적인 조직이다. 따라
서 이러한 주기적 변화를 보이는 난소는 매우 좋은 
apoptosis의 본보기이다. 처음에 recruit된 난포들이 
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자라면서 오직 한 개의 난포만 자라 성숙한 난포가 
되고 나머지 난포들은 퇴화되는데 과연 어떻게 이
러한 과정들이 이루어지는지에 대해 최근 apoptosis
의 기전으로 설명되고 있다.1 여러 동물 실험으로부
터 난소의 apoptosis의 기전에 대한 연구들이 많이 
이루어지고 있고 이것에 대한 중요한 기전의 이해
도 부분적으로 이루어지고 있다.2,3 그러나 인간난
소에서의 난포의 성장과 퇴화의 기전에 대한 이해
는 아직 매우 제한적이다. Funayama 등4은 퇴화성 
황체 이외의 난소에서 apoptosis가 발견되지 않는다
고 보고하였으나 Yuan & Giuidice 등5은 DNA frag-
mented cell이 antral follicle과 preovulatory follicle에서 
보이므로 난포의 퇴화가 apoptosis를 통한 생리적 과
정이라고 제시하였다. 
세포들에서 apoptosis 과정이 일어날 때는 능동적
으로 유전자의 발현과 단백질의 합성이 필요하다.6 
난포퇴화시 난포에서 발현되는 알려진 apoptosis 관
련 유전자로는 Bcl-2, Bax, Bcl-xlong, Bcl-xshort, P53
과 Fas 등이 있다.7~9 이러한 유전자들의 발현은 즉 
난포의 퇴화와 성장에 조절인자로서 작용을 한다는 
것을 제시한다. 그 중에서도 Bcl-2 유전자군의 중요
성은 확립되었다. Bcl-2 유전자는 follicular lymphoma
에서 t (14 ; 18) chromosomal translocation의 breakpoint
에서 발견되었다.4 Ratts 등10은 Bcl-2 유전자 knock-
out mouse 실험에서 난자를 갖는 정상 원시난포의 
생성에 중요한 역할을 하는 유전자라고 제시하였다. 
또한 Fukaya 등11은 Bcl-2가 인간난포의 과립세포 
(granulosa cell)에서 발현되므로 이것이 인간난포의 
성장에 중요한 유전자라고 제시하였다. 
Bax는 21-kDa의 단백질로 Bcl-2와 이형접합체 
(heterodimer)를 이루거나 Bax와 동형접합체 (homo-
dimer)를 형성하여 Bcl-2의 역할을 상쇄하는 작용을 
하여 세포소실 (cell death)을 유도하는 유전자로 밝
혀졌다.12 
Fas는 tumor necrosis factor receptor family에 속하는 
유전자로13 면역반응의 기능을 저하시키는 작용을 
하여 자가면역질환의 기전에도 관여하며 anti-Fas 항
체나 Fas-ligand와 결합하여 세포의 죽음을 유도하
는 signal을 유도한다. Hakuno 등14은 토끼에서 Fas와 
Fas-ligand system이 난소 자연사를 시작하는데 역할
을 함을 밝혀내었다. Fas는 사람에서 난포 (ovarian 
follicle), 황체 (corpus luteum), interferon gamma로 전 
처치된 배양된 과립막세포 (cultured human granulosa 
cell)에서 발견되는 것으로 보아 Fas는 사람에서도 
난소의 자연사에 관여하는 것으로 보인다.15 그러나 
활성화된 어떤 특별한 유전인자나 그 활성화의 순서
는 명확하지 않다. 그러므로 우리는 인간난소에서의 
난포의 역동성을 밝히기 위해 Bcl-2, Bax, Fas, Fas- 
ligand 같은 apoptosis와 관련된 단백질이 과연 난포
의 성장과 퇴화에 어떠한 역할을 하는지 알아보고
자 하였다. 
 
연구 대상 및 방법 
 
35개의 인간난소 검체는 1996년부터 모아진 영동 
세브란스 병원 병리학교실의 surgical pathology files
로부터 포르말린 고정과 파라핀 포매를 거친 조직
절편 (formalin-fixed, paraffin-embedded tissue blocks)
을 검색하였고 환자의 연령이 32~45세인 환자 중 부
인과 양성질환으로 자궁적출술시 제거한 난소에서 
채취하였다. 각각의 예에서 진단을 확인하기 위해 
hematoxylin과 eosin으로 염색된 슬라이드를 재검토
Table 1. Immunologic expression of apoptosis related proteins and DNA fragmented cells in human ovarian follicles 
 Bcl-2 Bax Fas Fas-ligand DNA fragmented cells 
Primordial follicle - - +‡ +‡ - 
Preantral follicle - - +¶ +¶ - 
Atretic follicle - +† + || + || +** 
Healthy follicle +* - - - - 
-; Negative staining, +; Positive staining, *; Positive stained on oocyte and granulosa cells, †; Positive stained on 
granulosa cells and theca cells , ‡; Positive stained on oocyte, ¶; Weakly stained on oocyte and granulosa cells , ||; 
Positive stained on granulosa cells and theca cells, **; Positive stained inner granulosa cells 
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하였다. 
1. 면역조직화학적 검사 
면역조직화학염색 방법은 microwave-oven heating
과 avidin-biotin complex 방법으로 시행하였다. 자세
한 방법은 다음과 같다. Xylene으로 dewax 후 농도
별 알콜 용액으로 rehydration시켰다. Endogenous per-
oxidase activity는 3% hydrogen peroxide 용액으로 10
분간 incubation시켰다. Bcl-2와 Bax를 위한 검체는 
citrat e buffer (0.01 MM, PH 6.0)에 immersion시켰고 
Fas와 Fas-Ligand에 대한 검체는 750 W의 microwave 
oven에 15분간 EDTA 용액에 immersion시켰다. 그
리고 실온에 20분간 놔둔 후 Bcl-2 monoclonal 항체 
(Dako)는 1 : 80으로 희석하였고, Bax polyclonal 항
체 (Pharminigen)는 1 : 1000으로 희석하였고, Fas mo-
noclonal 항체 (Dako)는 1 : 20, Fas-L polyclonal 항체 
(Santacrutz)는 1 : 100으로 희석하였다. 
 
2. DNA fragmented 세포의 검출  
DNA fragmented cell을 검출해 내기 위해 DNA 
fragmentation detection kit (Tdt Frag, Oncogene)을 사용
하였다. 과정을 요약하면 다음과 같다. 
1) 조직절편의 파라핀을 제거하고 수화시킨다. 
2) 검체의 permeabilization 
3) Endogenous peroxidase의 불활성화 
4) Equilibrium and labeling reaction 
5) Termination of labeling reaction 
6) DAB 용액의 검출 (Detection of DAB solution) 
7) 대조염색 (Counterstaining) 
 
결  과 
 
Bcl-2와 Bax는 제 1차 난포 (primary follicle)와 원
시난포 (primordial follicle)에서 주위 세포와 난자 
(oocyte)에서 염색이 되지 않았으며 (Figure 1), Fas와 
Fas-L은 원시난포의 주위 세포에서는 발현되지 않았
으나 난자에서는 염색이 되었다 (Figure 2). 따라서 
Fas와 Fas-L가 아마도 출생 전 혹은 출생 후 난자의 
소멸이 일어날 때 작용할 것으로 추측할 수 있으리
라 생각된다 (Figure 3). 제 2차 난포 (preantral folli-
cle)에서는 Bcl-2와 Bax가 주위의 과립세포와 난자
Figure 1. Immunostaining for (A) Bax, showing no 
reactivity in the primary and the primordial follicle, (B)
Bcl-2, showing no reactivity in the primary follicle (ori-
ginal magnification ×400). 
Figure 2. Immunostaining for (A) Fas, (B) Fas-ligand,
showing no reactivity except on the oocyte in the pri-
mordial follicle (original magnification ×400). 
Figure 3. Immunostaining for (A) Bax, showing no 
reactivity, (B) Bcl-2, showing no reactivity, (C) Fas, 
weakly stained on the granulosa cells and oocyte, (D)
Fas-ligand, faintly stained on the oocyte and some gra-
nulosa cells (×400). 
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에서는 발현되지 않았으나 Fas와 Fas-L는 주위의 과
립세포와 난자에서 약하게 발현됨을 알 수 있었다 
(Figure 4). 이러한 소견은 건강한 난포에서 Bcl-2는 
과립세포와 난포막세포 (theca cell)에서 모두 발현됨
으로서 Bcl-2는 난포의 성장에 중요한 역할을 하리
라 생각된다. 퇴화난포 (atretic follicle)에서는 Bax가 
주위의 과립세포와 난포막세포에서 모두 발현되었
으나 Bcl-2는 퇴화난포의 초기에 가장 바깥쪽 세포
의 일부 세포에서만 발현됨을 알 수 있었다. Fas는 
과립세포와 난포막세포와 주위의 기질세포에 중등
도의 염색되는 양상을 보였고 Fas-L는 과립세포와 
난포막세포에서 약하게 염색되었고 주위의 기질세
포에는 염색되지 않았다 (Figure 5). DNA fragmented 
세포는 원시난포, 제 1차 난포와 제 2차 난포, 그리
고 자라나는 건강한 난포에서 모두 발현되지 않았
으나 퇴화난포의 과립세포 중 가장 내부에 위치한 
과립세포에서 발현되었다 (Figure 6). 이상의 결과를 
종합해 보면 Table 1과 같다. 따라서 난포퇴화시 과
립세포의 소실이 가장 안쪽 층에서 소실되는 것으
로 생각되며 난포의 퇴화에 apoptosis 관련 단백질인 
Fas와 Fas-L, Bax 등이 작용하여 난포퇴화를 일으키
는 것으로 생각된다. 
 
고  찰 
 
난소는 우성난포의 선택, 난포의 퇴화, 배란, 황
체의 퇴화라는 난포의 선발과정을 거치는 역동적인 
조직이다. 이러한 난소의 주기에 대한 모델은 apo-
ptosis의 좋은 모델이다. 현재 연구에서 원시난포 
(primordial follicle)와 제 1차 난포 (primary follicle)에
서는 Bcl-2와 Bax가 나타나지 않았다. 그러나 Fas와 
Fas-ligand가 원시난포와 제 1차 난포의 난모세포 
(oocyte)에서 나타난다는 것은 Fas와 Fas-ligand가 출
생 이후에 원시난포들을 제거하는 역할을 할 것이
Figure 4. Immunostaining for (A) Bax, showing no 
reactivity, (B) Bcl-2, showing reactivity on the granulosa
cells in the healthy follicle (×400). 
Figure 5. Immunostaining for (A) Fas, showing mo-
derate reactivity on the granulosa cells and theca cells 
on the surrounding stroma, (B) Fas-ligand, showing weak
reactivity on the granulosa cells and theca cells (×200).
Figure 6. Immunostaining for DNA fragmented cells (A) in primordial follicle, showing no reactivity on the gra-
nulosa cells, oocyte and on the surrounding stroma, (B) in preantral follicle, showing no reactivity, (C) inner granulosa 
cells, showing reactivity (×100). 
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라는 점을 제시한다. 제 2차 난포 (preantral follicle)
에서는 Fas가 난모세포에서처럼 과립막세포에 희미
하게 나타난다. 그러나, 난모세포에 나타나는 Fas는 
원시난포 안의 난모세포에 나타나는 Fas에 비해 약
하게 나타난다. Sakamaki 등16은 Fas가 과립막세포 
(granulosa cell)와 황체세포 (luteal cell)에는 나타나지
만 성숙된 쥐들의 난모세포에는 나타나지 않는다고 
보고하였다. Kondo 등7은 인간의 난소에서의 Fas의 
역할을 발견하기 위한 연구에서, Fas는 제 2차 난포 
(preantral follicle)의 과립막세포 (granulosa cell)에는 
나타나지 않는다고 보고하였다. 그러나 본 연구에서 
Fas가 옅게 나타나는 것은 아마도 Fas가 표현되는
지를 알아보기 위한 실험상의 기술이나 방법의 차
이 때문일 것이다. 퇴화난포의 초기단계에서 Bcl-2
는 몇 개의 가장 바깥 층에서 옅게 염색되는데 비
해, Bax는 난포막세포 (theca cell)에 뿐만 아니라 과
립막세포 (granulosa cell)에도 나타난다. Bcl-2는 일단 
퇴화과정 (atretic process)이 시작되면 과립막세포들
의 가장 안 층에서부터 없어지는 것 같다. 이를 뒷
받침하는 증거로 퇴화난포에서 DNA fragmented 세
포가 가장 안쪽의 과립세포에서 발견되는 것으로 
보아 Bcl-2의 소실로 가장 안쪽의 과립세포가 죽어 
가는 것으로 생각된다. 따라서 이러한 Bcl-2와 Bax
는 난포의 퇴화와 성장에 중요한 역할을 하는 것으
로 생각된다. 그리고 Fas는 과립막세포들에 주로 나
타나지만, Fas-ligand는 Fas에 비해 과립막세포에서 
옅게 염색되며 Fas-ligand의 발현 정도는 퇴화난포의 
후반기에 증가하는 것으로 보여 Fas의 출현은 난포
의 퇴화시 Fas-ligand의 출현보다 늦게 나타나는 것
으로 여겨진다. 
난포의 apoptosis는 난포 안의 호르몬, 성장인자, 
사이토카인으로부터의 전달신호에 의해 난포의 성
장과 퇴화를 일으키는 유전자를 활성화시켜 난포의 
변화가 일어나는 것으로 추측된다. 난포의 생존을 
유도하는 인자로서 성선자극호르몬, 에스트로젠, 표
피성장인자, 인슐린유사성장인자 I, 기초섬유아세포
성장인자, 인터루킨 I 베타, 산화질소와 성장호르몬
이 있다.17 다른 한편으로 난포 폐쇄를 유도하는 인
자로서 안드로젠, 인슐린유사성장인자접합단백, re-
active oxygen species, 변환성장인자-베타, 인터루킨
-6가 있다.17 호르몬, 성장인자, 사이토카인은 난포 
성장의 조절인자로서 아마도 세포죽음의 신호를 전
달하고 순차적으로 난소의 특정유전자를 활성화시
킨다. 따라서 우성난포에 선택된 생존인자들은 생
존신호를 전달하고 그리고 이 신호가 Bcl-2와 같은 
생존유전자를 활성화시키고 순차적으로 세포죽음을 
방지하는 산물을 생산한다. 다른 한편으로 난포의 
apoptosis의 진행에 있어, 난포의 퇴화를 유도하는 
인자들은 세포죽음 신호를 전달하고 이 신호가 Bax, 
Fas와 같은 apoptosis를 유도하는 유전자를 활성화
시키고 순차적으로 세포죽음을 유도하는 산물을 생
산한다. Fas와 Fas-ligand, Bax는 난포퇴화의 조절인
자로서의 역할을 할 것이며 Bcl-2는 난소의 난포 성
장의 조절인자로서의 역할을 하는 것으로 생각된다. 
따라서 이러한 apoptosis와 관련된 단백질은 인간난
포의 역동적인 변화에 많은 영향을 주는 조절인자
임을 알 수 있다. 
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